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論 文 内 容 要 旨
神経伝 達物質 ホルモ ン,サ イ トカイ ンや増殖 因子 な どは外 界か らの刺激 に応 じて産生 ・分泌 され て
標 的細胞 へ到達す る と,そ の細胞 内に様 々な反応 を惹起 して生理 的役割 を果 たす。 この時,こ れ らの生
理活性物 質が直接作用す る分子が 「細胞膜受容 体」で ある。細胞膜受容 体の うち,7回 膜貫通型 のGタ
ンパ ク質共役型受 容体(GPCR)は現在臨床 で用 い られている薬物 の約半数が作 用点 とす る部位である。
従 って,GPCRを介す る細胞 内情報伝達機序,な らびにその調 節機 構 の解 明は,薬 の分子作用機序 の解
明や安全 な薬物 の使用法 の確立,さ らに新 しいGPCR作 動薬の創 薬研 究において極 めて重要で ある。
GPCRに連 関す る三 量体Gタ ンパ ク質 は α,βお よび γの三量 体 か らなってお り,Gα,,Gαi,Gα,お
よびGα1、ファ ミリーに分類 され てい る。三量体Gタ ンパ ク質 を介す るシ グナル伝 達 の基本 的 な機序 は
解 明 され たが,一 方で複雑 な機構 によって調 節 されてい るこ とも明 らか にな って きた。そ の機構 の中に
GPCRのリン酸化,お よび(そ れ に伴 う)細胞 内局在 変化 がある。 リン酸化 に関与す るタンパ ク質 として
プ ロテイ ンキナーゼC(PKC)やGタ ンパ ク質共役型受容体キナ・一ゼ(GRK>などがあ る。特 に,大 部分
のGPCRは ア ゴニ ス トによって刺 激 される とGRKに よって リン酸化 され,細 胞 内に局在変化(イ ンター
ナ リゼー シ ョン)す る。現在 までに,GRKに よるGPCRの制御機構 につ いて分子 レベル での研 究が進ん
で いる ものの,イ ンターナ リゼー シ ョンその ものの生理 的意義 について は議論の余地が残 され ている。
一方,GPCRのカル ボキシル末端(C末 端)に は様 々な細胞内 タンパ ク質 が結合 し,そ れ らはGPCRの
局在 を決 定す る作 用や シ グナル分子の足場 タンパ ク質 として の作用 を持つ こ とか ら,GPCRの機能 を制
御す るためには非常 に重 要で ある と考 え られ てい る。 しか し,GPCRの多彩 な制御 メカニズ ムを解 明す
る上 で,そ れ ら会 合タ ンパ ク質 の生理的意義 が十分 に解 明され た とは言 えず,GPCRのC末 端 に会合す
る新たな細胞内 タンパ ク質 を探索 し,そ れ らの機能 を解 明す るこ とが必要不可欠で ある。
以上 の ような背景か ら,GPCRの リン酸化 がGPCRの 生理作用 に及 ぼす影響 と,C末 端結 合 タンパ ク
質 がGPCRの機能 に与 え る影響 について,そ れ ぞれ ア ンジオテ ンシ ン1型 受容体 と副 甲状腺 ホルモ ン受
容体 を用いて検討 した。
(Dア ンジオテ ンシ ン1型 受容体 カル ボキシル末端 の リン酸化 によるシグナル伝 達制御機構 の解 明
ア ンジオテ ンシ ンII(AngII)は血圧調節や水 ・電解 質のホ メオスタシスに関与す るペ プチ ドである。
AngII受容体 に は,主 に三 量体Gタ ンパ ク質 共役 型受容 体 で あるArl-RとAr2-Rの2種類 のサ ブ タ
イ プが存 在 してい る。ATI-・Rは,三量 体Gタ ンパ ク質で あるGaq、i、お よびG(Xiりと共役 して,A皿gIIの
作用 のほ とん どを担 ってい る。Ar1-RはAngIIによって刺 激 され る と,GRKに よってC末 端 のセ リン
たス レオニ ン残基(T332,S33s,T336およびS33s)がリン酸 化 され るこ とで細胞 内ヘイ ンター ナ リゼーシ ョ
ンす るが,イ ンターナ リゼーシ ョンがシ グナル伝達 に与える影響 につ いては不明な点 が残 されてい る。
AT2-Rの作用は,Ar1-Rを介す る情報伝達系 を負に制御す るよ うな経路が主要であ る と考え られてい る。
脳 や腎臓,心 臓,血 管平 滑筋な ど限 られ た部位 にのみ発 現が認 め られ るものの,血 管 障害や 心筋梗塞 後
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の心血管 リモデ リング,脳梗 塞や 腎不全 時な どの病態時に再発 現す ることな どが知 られ ている。そ のた め,
Arl-RとAT2-Rの発現バ ランスが血圧 の維持や神経機能の維持な どに重要である と考え られ る。 しか し,
AT2-Rの発現調節 の詳細 な機構 は明 らかにな ってお らず,AT1-Rを介 したAT2-R発現調節機構 を解 明
す るこ とは重要で ある。
以上 の ことか ら,PKCお よびGRKに よるGPCRシ グナ ル伝達 の調節機序 を明 らか にす る こ とを 目的
とし,は じめにArl-Rシグナル伝達 に及 ぼすPKc活 性化 の影響 を検 討 した。 さ らに,ATI-Rのc末端
の リン酸化 がAT1-Rシグナル伝達 に及 ぼす影響 を,GRKに よる リン酸化 部位 を欠損 したArl-R変異体
を用 いて,Ar1-Rを介 したAT2-Rの発 現量調節を指標 に して解析 した。
まず,ム スカ リンアセチル コ リン受 容体(mAChR)はPKC活性 に よって脱感作 され るこ とが知 られて
いるため,ATI-Rに対す るPKC活 性の影響 と比較 した。mAChR刺激薬 カルバ コール誘 導性 のホス ファ
チジルイ ノシ トール水解反応 および 匚Ca2‡]上昇は,PKC活性化薬PMA前 処理 によって減少 した。一方で,
I
AngII誘導性 のATI-Rを介 した[Ca2+ユ,上昇はAngII前処理 によって完全 に抑制 され たが,PMA前 処理
の影響 を受 けなか った。 この ことか ら,ATI-RはmAChRとは異 な り,PKC活性 に よる脱 感作ではな く
GRKに よる脱感作 が引き起 こされ る可能性が示唆 された。
ラ ッ ト副 腎髄 質腫瘍 由来細 胞(PCI2細胞)は 内因性 に ラ ッ トAr2-R(rAT2-R)を優位 に発 現 してい
る。PCI2細胞 に 野生 型ATI-R(ATI-WT)を発 現 した と ころ,Angll刺激 依存 的 にrAT2-RmRNA量
の減少 が見 られ,こ の減 少 にはrAT2-RmRNAの安 定性 の低 下 が関 与す る こ とが示唆 され た。hAT1--
327STOPはH377以降 のア ミノ酸が欠損 してお り,GRKに よって リン酸化 される4ア ミノ酸 を含まない
ヒ トAT1-・R(hATI-R)変異体で ある。hATI-327STOPはAngII刺激 した場合 におい てもイ ンターナ リゼー
シ ョン しない こ とが 示 され た。hAr1-wTとhAT1-327sToPはPcl2細胞 に同程 度発 現 す るが,hAT1.-
327STOPを発現 した場合 にはhAT1・-WTよりも強 いrAr2-RmRNA発現 量抑制作用 が示 され た。 これ ら
の作用 は,ATI-R遮断薬candesartanおよびG、阻害薬YM254890によ り抑制 され た こ とか ら,ATI-RIG、
を介 した反応で あることが示唆 され た。AT1-Rはextracellularsigna1-regulatedkinase1/2(ERK1/2)を活性
化す る。hATl-Rを介 したrAr2-RmRNA発現量 の減少 はERK1/2の上流シ グナル 分子 であるMEK1/2阻
害薬UO126によって阻害 された ことか ら,ERK1/2リン酸化 が関与 してい る可能性 が示唆 され た。
これ らの こ とか ら,ATI-Rの脱感作 は主 としてATI-Rのリン酸化 に関与するGRKに よってもた らされ,
この反応 はAT1-RのC末 端が重要な役割 を担 うこ とが考 え られ たeま た,ATI-Rを介 したG、の濟 「生化
およびERK1/2のリン酸化によってrAT2-RmRNA発現量が減少 し,こ の減少 にはrAr2-RmRNAの安定
性 低下が関与す る可能性が示唆 され た。
(2)副甲状腺ホルモン受容体カルボキシル末端に会合するタンパク質による受容体制御機構の解明
副甲状腺ホルモン(PTH)は84アミノ酸からなるペプチ ドホルモンで,Ca1+濃度に応 じて副甲状腺細
胞から分泌 される。骨において骨吸収を亢進 させる作用や,腎 臓においては近位尿細管での リン再吸収
を抑制する作用を持つ。
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GPCRのC末 端 には様 々な細胞 内タンパ ク質が結合す る。それ らはGPCRの局在 を決定す る作用や,
シ グナル分子 の足場 タ ンパ ク質 としての作用 を持つ ことか ら,GPCRの機能 を制御 す るた めには非常に
重 要である。そこで,PTH受 容体(PTHR)のC末 端に会合す るタンパ ク質 を酵母 ツーハイブ リッ ド系を
用 いて探 索 した ところ,細 胞骨格 系 タンパ ク質4.IGを見 出 した.4.IGはprotein4.1ファ ミ リー の一種
で,細 胞膜の裏側 に豊 富に存在 し,ス ペ ク トリン/ア クチ ン細胞骨格 系 と会合 して細胞膜 の安 定化,形
態維持や細胞膜 の変形 に関与す る他,膜 タンパ ク質の細胞膜 への 固定化 にも関与す る。そ こで,4.IGが
PTHRの機能 に対 して与 える影響について検討 した。
まず,PTHRのC末 端 中に4.IG-CTDとの結合 に関与す るア ミノ酸 配列 を見出す ため,酵 母 ツーハイ
ブ リッ ド系を行 った ところ,N末 側の24ア ミノ酸が4.IGとの結 合に重要で あるこ とが示 唆 され た。 ま
た,細 胞 内の どの部位 にPTH受 容体 と4.IGがそれ ぞれ 局在 してい るのか,免 疫染色法 にて検討 した と
ころ,細 胞膜 と細胞質 にお いて共局在 が認 め られ た。そ こで次 に,PTHRの細胞表面量 に及 ぼす4、1Gの
影 響を細胞表面 ビオチ ン化 法によって検討 した。その結 果,細 胞表面PTHR量 は4.IG過剰発現 によって
顕 著に増加す るこ とが示 され た。 なお,細 胞 内PTHR発現量 に対 して4.IGはほ とん ど影響 を与 えなかっ
た。 さらに,PTHRを介す るシグナル伝 達にお ける4.IGの役割 を検討 した。その結果,4.1Gを過剰発現
す る ことに ょって,PTHRを介 したERK1/2リン酸化 と[Ca・]上昇 の増 強が見 られ た。
{
これ らの ことか ら,4.1GはPTHRが細胞膜 に安定的に局在す る こと,お よびPTHRのシ グナル伝達 を
増 強す るこ とに関与す る可能性が示唆 され た。
以上 の結果 よ り,ATI-R.のC末端 はイ ンターナ リゼー シ ョンお よびそれ を介 したシグナル伝達 の脱感
作 に重 要であるこ と,ま た,PTHRのC末 端 は4.IGとの会合 を通 じて,PTHRの細胞膜 への局在 および
シグナル伝達 の増 強に関与す るこ とが示 され た。今後,AT1…RやPTHRを用 いて,GPCR機 能制御 にお
けるC末 端の役割 につい て,詳 細 に解 明す るこ とが期待 され る。GPCRの機能調節機構 が解 明 され るこ
とは,GPCRを標的 とす る医薬品 の開発 な ど臨床 的に も非常 に意義深 い。
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審 査 結 果 の 要 旨
Gタ ンパ ク質共役 型受容体(GPCR)は現在 臨床 で用 い られ てい る薬 物の約半 数 が作 用点 とす る部位
である。従 って,GPCRを介す る細胞 内情報伝 達機序や調節機構 の解明 は,薬 の分子作 用機i序を解 明 し,
安全 な薬物の使用 法の確 立 し,さらに新 しいGPCR作動薬の創薬 において極めて重 要で ある。本研 究では,
GPCRのC末 の リン酸化 がGPCRの生理作用 に及 ぼす影響 と,C末 端結合 タンパ ク質 がGPCRの機能 に
与える影響について,それ ぞれ アンジオテ ンシン1型 受容体 と副 甲状腺 ホルモ ン受容体 を用いて検 討 した。
ア ンジオテ ンシ ン1型 受容体 カル ボキ シル末端の リン酸化 によ るシ グナル伝達制御 機構 の解 明に関す る
研 究においては,Gタ ンパ ク質共役型受容体 キナー ゼ(GRK>に よって リン酸化 され るア ンジオテ ンシ
ン1型 受容体 カル ボキシル末端 の4ア ミノ酸 を含 まない ヒ トhATI-327STOPを用 いて,そ の ワイル ドタ
イプのhArl-wTと比較 を行 った。その結果,h.AT1-327sTOPはア ンジオテ ンシン刺激 によって もイ ンター
ナ リゼー シ ョンがお こ らないこ とが示 され た。一方,ア ンジオテ ンシン受容体 にはAr1に加 えてAr2の
存在 が示 されて お り,Ar2の発現 はAr1に よ り制御 され るもの と推定 されてい るが,そ の機構 は十分に
は解 明されてい ない。そ こで,hArI-wTおよびhATl-327SToPをPCl2細胞 に発現 させてア ンジオテ ン
シ ンによるAr2mRNA発現抑制作用 について解析 した結果,hArl-327STOPを発 現 させた場合 によ り強
くAr2mRNA発現抑制作用 が認 め られた。すなわ ち,hArl-327sToPはイ ンター ナ リゼー シ ョンを受 け
ず に細胞膜 に留 まる ことか ら,そ の受容体刺激 は受容体量 に比例 して強 くな り,AT2mRNA発現 抑制 作
用 が強 く現れ る もの と推定 され た。す なわち,ATI受容体 カル ボ キシル 末端 のGRKに よる リン酸化 反
応はシグナル伝達 を負に制御す るこ とが明 らかにな った。一方,副 甲状腺 ホルモ ン(PTH)受容体(PTHR)
カルボキ シル末端 に会合す るタ ンパ ク質 に よる受容体制御 機構 の解 明研究で は,PTHRカル ボキ シル末
端に会合す るタンパ ク質 として,膜 裏打 ち タンパ ク質である4.IGを酵母 ツーハ ブ リッ ド法 によ り発見 し,
4.IGの生理的役割 について解析 した。 その結果,細 胞表面PTHR量 は4」G過 剰発現 に よって顕 著に増
加するこ とが示 された。 さらに,PTHRを介す るシグナル伝 達 にお ける4.IGの役割 を検 討 した結果,4.lG
を過剰発現す ることに よって,PTHRを介 したERKI/2リン酸化 と[Ca2+],上昇 の増強が見 られた。すな
わ ち,4.IGはPTHRが細胞膜 に安定的 に局在す るこ と,お よびPTHRの シグナル伝達 を増強す るこ とに
関与す る可能性 が示唆 された。以上 の よ うに,本 論文 は,GPCRのカルボ キシル末端 がGPCR機 能 を調
節す る重要な役割 を担 ってい ることを明 らかに した意義あ るもので ある。
したがって,本 論文 は博士(薬 学)の 学 位論文 として合格 と認 める・
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